Морфофункциональные особенности форменных элементов гемолимфы виноградной улитки (Helix pomatia) by Присный, А. А. et al.
НАУЧНЫЕ ВЕДОМОСТИ Серия Естественные науки. 2010. № 21 (92). Выпуск 13 73
УДК 591.111.7:594.382.4
МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ФОРМЕННЫХ ЭЛЕМЕНТОВ 
ГЕМОЛИМФЫ ВИНОГРАДНОЙ УЛИТКИ Ш И К  POM ATIA )
Белгородский 
государственный 
университет 
Россия,зо8о15, г. Белгород, 
ул. Победы, 85
А. А. Присный, 
Т. А. Пигалева, 
С. В. Кулько
Показаны особенности форменных элементов гемолимфы вино­
градной улитки (Helix pomatia). Идентифицировано два типа гемоци- 
тов: тип I и тип II. Сферические гемоциты типа I способны к распла­
стыванию и формированию многочисленных псевдоподий, что позво­
ляет активно участвовать в фагоцитарных реакциях. Гемоциты типа 
II -  овальные клетки устойчивой формы, редко формирующие псевдо­
подии, способны адгезировать на своей поверхности чужеродные объ­
екты. Выявлены индивидуальные изменения в составе клеточных по­
пуляций и динамике количества гемоцитов.
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Введение
Ведущ ая роль в защ итны х реакциях моллюсков принадлеж ит клеткам гемо­
лимфы . Известно, что сущ ествуют различные морфотипы клеток гемолимфы, кото­
рые обладают определенной степенью подвижности по особым путям циркуляции и 
участвую т в инкапсуляции чуж еродных объектов.
Обычно понятие «иммунитет» используется для описания защ итны х реакций 
млекопитаю щ их и особенно человека. М едицинское толкование иммунологических 
аспектов привело к массовому осознанию их связи с лечением и профилактикой кон­
кретных заболеваний. Однако иммунология как наука прош ла свое становление бла­
годаря открытиям И.И. М ечникова, труды  которого привели к возникновению  срав­
нительной иммунологии.
В последние десятилетия возникла потребность в понимании эволюционных 
аспектов становления защ итны х реакций. П оэтом у важно получать сведения о харак­
тере защ итны х реакций разнообразны х животных.
М оллюски представляют собой один из самых удобны х объектов для таких ис­
следований. В результате, выявление сходных закономерностей защ итны х реакций 
позволяют ставить вопрос о конвергентности стратегий защ иты у  беспозвоночных и 
позвоночны х ж ивотных.
Целью представленного исследования было изучение морфофункциональных 
особенностей форменных элементов гемолимфы виноградной улитки (Helix pomatia).
В основу работы положены результаты исследований гемолимфы виноградной 
улитки (H. pomatia). М оллюски H. pomatia были собраны на территории города Бел­
города, в пойме реки Везелка. Собранные особи содерж ались в стеклянных емкостях 
со слоем почвы на дне (5-6 см), для поддержания влажности в емкостях находились 
чаш ки Петри с водой. П ериодически емкости опрыскивали водой при помощи пуль­
веризатора. Кормление осущ ествляли один раз в сутки. Перед использованием в экс­
перименте моллюска предварительно лиш али пищи.
Гемолимфу добы вали через отверстие, проделанное во втором завитке от входа 
в раковину. П осле надавливания на тело улитки через входное отверстие из проделан­
ного отверстия выступает брюшина. Из прокола, сделанного иглой, гемолимфу отби­
рали с помощ ью микропипетки и помещ али на 2 мин в пластиковую чаш ку Петри 
(диаметр 3 см) для осаждения осколков раковины и слизи. Затем стекло располагали 
на столике инвертированного микроскопа (Nikon C1).
Объекты и методы исследования
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Для оценки динамики изменения количества циркулирую щ их гемоцитов в ге­
молимфе моллюсков была использована методика, предложенная К. Кусто и Т. Йо- 
ш ино [1]. Количество адгезированных и неадгезированных гемоцитов в 1 мкл гемо­
лим ф ы  подсчитывали одновременно для каждой пробы.
Для светооптических исследований был использован микроскоп N ikon C1. И з­
мерения объектов проводили традиционным способом с использованием объективов 
? 25, ? 40 и ? 60. Ф отоработы  были выполнены на оптической системе Nicon. Для ком­
пьютерной обработки материала использовали следующ ие программы: W ord 2003, 
Excel 2003.
Результаты и их обсуждение
Гемоциты моллюсков очень разнообразны, их количество и модификации м о­
гут сущ ественно меняться в зависимости от условий окружающ ей среды и ф изиологи­
ческого статуса ж ивотного. Н есмотря на поступательное развитие исследований гемо- 
цитов моллюсков, к настоящ ему времени не слож илось какой-либо однородной и 
удовлетворительной системы классификации ф орменны х элементов гемолимфы. Та­
кая ситуация возникла из-за некоторых противоречий при определении критериев 
классификации. Критерии могут быть морфологические или функциональные.
С функциональной точки зрения различаю т стволовые клетки, фагоцитирую ­
щие клетки, гемостатически активные клетки и трофические клетки [2].
При использовании морфологических критериев выделяют два типа клеток: 
круглые и образующ ие псевдоподии [3].
П редлагаемые нами критерии классификации гемоцитов предполагали мор­
фологические и функциональные характеристики. Было выявлено два основных типа 
клеток: гемоциты типа I и гемоциты типа II.
Гемоциты типа I представляю т собой популяцию полиморфных клеток. Они 
могут быть сферическими или овальными и способны к формированию многочислен­
ных псевдоподий. П севдоподии обычно имеют ф орм у длинны х филоподий, чащ е все­
го равномерно распределенны х по периферии клетки.
В нативном препарате гемоциты типа I за время наблюдения распластываются 
на субстрате, изменяя форму и перемещ аясь относительно первоначального места 
прикрепления. На окраш енных мазках хорош о выражено эксцентрично располож ен­
ное ядро, овальное или имеющ ее форму почки. При окраске выявлена чувствитель­
ность ядра к кислым красителям, вследствие чего наблюдается интенсивное розовое 
окраш ивание. Цитоплазма клеток окраш ивается слабо, обычно содержит несколько 
базофильных гранул. Способность гемоцитов типа I к распластыванию  на субстрате и 
адгезии к другим клеткам подтверж дает их основную роль в процессах инкапсуляции 
чуж еродны х объектов.
П севдоподии клеток типа I содерж ат специальные поддерживающ ие структу­
ры, которые обнаруживаю тся в клетках представителей и других видов брюхоногих 
моллюсков.
Следует отметить, что гемоциты типа I демонстрирую т тенденцию ф ормиро­
вать скопления и даж е агрегаты из 10-12 клеток, что можно рассматривать как участие 
в регенеративны х и иммунны х реакциях, а также как реализацию гемостатической 
функции.
Гемоциты типа II -  вторая категория клеток гемолимфы H. pomatia. Они ха­
рактеризуются высоким ядерно-цитоплазматическим соотнош ением и ограниченной 
способностью формировать псевдоподии. Клетки этой категории имеют устойчивую 
форму и очень редко формируют короткие лобоподии.
Гемоциты типа II имеют преимущ ественно овальную форму, у некоторых вы ­
явлено образование коротких псевдоподий. Ядра окраш иваются кислыми красителя­
ми и окружены тонким слоем гомогенной цитоплазмы, содержащ ей многочисленные 
базофильно окраш енные гранулы. Клетки типа II медленно закрепляю тся на субстра­
те и в течение времени наблюдения практически не меняют свою форму.
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П редложенная многими авторами дифференциация клеток гемолимфы на две 
категории: гранулоциты и гиалиноциты вполне соответствует предложенной класси­
фикации у  H. pomatia. В этом случае гемоциты типа I морфологически максимально 
соответствуют гранулоцитам, а гемоциты типа II -  гиалиноцитам, описанным у  Cheng 
и Yoshino [4, 5].
Количество гемоцитов обеих категорий зависит от различны х факторов. В ча­
стности, число клеток отличается в пробах гемолимфы, взятой из различных частей 
тела: проба, полученная из ноги, содерж ит в два раза меньш е гемоцитов, чем проба, 
полученная из сердца. Кроме того, на количестве гемоцитов отражается и возраст ж и ­
вотного: чем старш е организм, тем больш ее число клеток гемолимфы содержится в 
его внутренней среде. С возрастом моллюски подвергаю тся влиянию больш его коли­
чества антигенов, что вызывает возрастание числа функционально активных клеток. 
Если рассматривать соотнош ение гемоцитов типа I и гемоцитов типа II в гемолимфе
H. pomatia, то видно, что оно составляет 90 % типа I и 10 % типа II.
Гемоциты H. pomatia сохраняют ж изнеспособность во влажной камере в тече­
ние 2-4 часов, в зависимости от объема пробы и физиологического состояния моллю ­
ска. В дальнейш ем происходит гибель клеток гемолимфы.
При инкубировании во влажной камере среди гемоцитов преобладаю т крупные 
клетки с ядрами, идентифицированны е нами как клетки типа I. М орфологически по­
хож ие клетки были описаны ранее в составе капсул вокруг дегенерирую щ их спороцист 
и трансплантатов тканей [6]. Высказано предположение, что такие гемоциты более 
устойчивы  к патологическим изменениям, происходящ им в организме зараженного 
моллю ска [7]. Они ж е оказываются наиболее ж изнеспособными при инкубировании, в 
условиях накопления продуктов обмена веществ. М ожно предположить, что крупные 
гранулоциты являются специализированной группой гемоцитов, участвую щ их в про­
цессах инкапсуляции.
При изучении гемоцитов in vitro нами отмечена ш ирокая вариабельность не 
только размеров, но и формы клеток: на протяжении нескольких часов они могут ме­
нять форму, размер и количество псевдоподий. Это подтверж дает принадлеж ность 
описанны х ранее морфотипов гемоцитов к одному клеточному типу, хотя и весьма по­
лиморфному.
Дополнительно был выполнен анализ корреляции между размерами моллюска и 
соотношением гемоцитов типа I и гемоцитов типа II в циркуляции. Установлено нали­
чие достоверной отрицательной корреляции между этими параметрами. У  мелких осо­
бей клеток типа I меньше, а клеток типа II больше, чем у  более крупных моллюсков.
Для исследования фагоцитарной активности гемоцитов in vitro использовали 
культуру клеток Saccharom yces cerevisiae. Видеосъемка нативного препарата в течение 
20 минут показала, что за этот период около 80 % дрож ж евы х клеток было ф агоцити­
ровано. Н аиболее активно в процессе фагоцитоза участвовали клетки типа I, в то вре­
мя как гемоциты типа II больш ей частью участвовали в процессах адгезии клеток 
Saccharom yces cerevisiae на своей поверхности. В результате были образованы агрега­
ты клеток типа II и дрож ж евы х клеток, что сущ ественно ограничивало подвижность 
дрожжей.
Заключение
Результаты  исследования подтверж даю т точку зрения, что элементами защ ит­
ных реакций брю хоногих моллю сков являются циркулирующ ие клетки гемолимфы -  
гемоциты. Это подтверж дается как изменением клеточного состава гемолимфы, так и 
изменением функциональной активности гемоцитов при воздействии чуж еродных 
объектов, в частности, клеток Saccharom yces cerevisiae.
Детальное изучение клеточного иммунитета моллюсков по-преж нему дает не­
однозначные результаты. К настоящ ему времени сущ ествую т данны е о сущ ествовании 
клеточны х реакций, их участии в подавлении развития паразитов, однако сведения о 
характере и динамике этих процессов разноречивы.
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Morphological characters of haemocytes and seasonal changes in se­
lected blood indices were studied in Helix pomatia. Two types of haemo- 
cytes were identified: type I and type II. Spherical type I haemocytes are 
cells capable of spreading on the substratum and forming numerous pseu­
dopodia which allows to take an active part in cytophagous reactions. Type 
II haemocytes are oval cells of stable shape, rarely forming pseudopodia. 
They are able to adhere on their surface allogenic objects. A wide individual 
variation and significant changes were found, involving the number of 
haemocytes and haematological indices.
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